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(54) Title: ANTI-D MONOCLONAL ANTIBODIES 
^ (54) Titre : ANTICORPS MONCXTLONAUX ANTI-D 



^ (57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining and selecting monoclonal antibodies by an ADDC-iype test, said 
antibodies capable of activating type III Fey receptors and having a particular glycan structure. The inventive anti-D antibodies can 

j-H be used for preventing Rhesus isoimmunisation in Rh negative persons, in particular for haemolytic disease in a new-born baby or 
for uses such as idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP). 

2 (57) Abr^g^ : La presente invention conceme un precede d'obtenlion et de selection d'anticorps monoclonaux par un test de type 
ADCC, lesdits anticorps pouvant aciiver les recepieurs Fc7 de type HI et presentani une structure glycannique parliculiere. Les 
Q anticorps anti-D selon l invention peuveni etre utilises pour ia prevention de Fisoimmunisalion Rhesus d'individus Rh negaiifs, 
^ noiamment de la maladie hemolyiique du nouveau-ne (MHNN) ou dans des applications comme le Purpura Thrombocytopenique 
^ Idiopathique (PTI). 
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La pr^sente invention conceme un precede d'obtention et de selection d'anticorps 
monoclonaux par un test de type ADCC, lesdits anticorps pouvant activer les 
recepteurs Fey de type m. L'invention vise egalement des anticorps monoclonaux 
presentant une structure glycannique particuU^re. les ceUules produisant lesdits 
anticorps, les m6thodes de preparation des ceUules productrices. ainsi que les 
compositions pteiniac«Jtiques ou les tests-diagno^^^^ comprenant lesdits anticorps, _ 
Les anticorps anti-D selon l'invention peuvent etre utiUses pour la pr^ention de 
I'isoimmunisation Rhesus d'individus Rh negatife, notamment de la maladie 
h^molytique du nouveau-ne (MHNN) ou dans des appfications comme le Purpura 
Thrombocytop6nique Idiopathique (PTI). 

L'inununotherapie passive a Taide d'anticorps polyclonaux est realisee depuis les 
annees 1970. Cependant, la febrication des immunoglobulines polyclonales pose 
plusieurs probl^es : 

L'inununisation de sujets volontaires a ete interrompue en France en 1997, en raison 
des problemes ethiques que pr^sentent de tels actes. En France, comme en Europe, le 
nombre de donneurs immunise est trop faftle pour assurer un approvisionnement 
suffisant en certains anticoips si bien qu'il s'av6re necessaire d'importer du plasma 
hyperimmunis6 des Etats-Unis par exemple. 

Ainsi, cette penurie d'immunoglobuline ne permet pas d'envisager une administration 
antenatale pour la prevention de la MHNN. 

Divers travaux ont abouti a la production d'anticorps monoclonaux humains dans le but 
de remplacer les -aTiticDTpsTyolyctonaux-^bten»s-a-paFti^4a-feactionn amftnt de plasmas 

de donneurs volontaires. 
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Les anticorps monoclonaux pr6sentent plusieurs avantages : ils peuvent etre obtenus en 
grande quantite a des prix raisonnables, chaque lot d'anticorps est homogene et la 
qualite des dififerents lots est reproductible car ils sont produits par la meme lignee 
cellulaire qui est cryopreservee dans Tazote liquide. La securite du produit peut etre 
5 assuree quant a I'absence de contamination virale. 

Plusieurs publications decrivent Tobtention de lignees cellulaires productrices 
d'anticoips monoclonaux humains anti-Rh D de classe IgG, a partir de cellules B de 
donneurs immunises. Boylston et al. 1980 ; Koskimies 1980 ; Crawford et al. 1983 ; 

10 Doyle et al. 1985 ; Goossens et al. 1987 ; Rumpel et al. 1989(a) et Mc Cann-Carter et 
al. 1993 decrivent Tobtention de lignees de lymphocytes B transform^s par le vims 
EBV. Melamed et al. 1985 ; Thompson et al. 1986 et Mc Cann-Carter et al. 1993 
concement des heterohybrides resultant de la fusion lymphoq^es B (transfonnes par 
EBV) X myelome murin. Goossens et al. 1987 porte sur des heterohybrides resultant de 

15 la fusion lymphocytes B (transforai6s par EBV) x myelome humain. Bron et al. 1984 
et Foung et al. 1987 decrivent des heterohybrides resultant de la fusion lymphocytes B 
(transfonnes par EBV) x heteromyelome homme-souris et enfin, Edelman et al. 1997 
porte sur des cellules d'insectes transfectees avec le gene codant pour un anti-Rh(D) a 
Taide du systeme baculovims. 

20 

Parmi les brevets et demandes de brevet concemant de tels anticorps monoclonaux et 
leurs lignees secretrices, on peut citer : 

EP 576093 (AETS (FR), Biotest Pharaia GmbH (Germany); Composition for 
prophylaxis of the haemolytic disease of the new-bom comprises two human 

25 monoclonal antibodies of sub-class IgGl and IgG3, which are active against the 
Rhesus D antigen), RU 2094462, WO 85/02413 (Board of Trustees of the Leland 

Stanford Tr TTniverrify Human Mnnnclnn^l Antibody a| gainst Rh (D) Antigen and its 

Uses), GB 86-10106 (Central Blood Laboratories Authority, Production of 
heterohybridomas for manufacture of human monoclonal antibodies to Rhesus D 

30 antigen), EP 0 251 440 (Central Blood Laboratories Authority, Human Anti-Rhesus D 
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Producmg Heterohybridomas). WO 89/02442, WO 89/02600 et WO 89/024443 
(Central Blood Laboratories Authority, Human Anti-Rh (D) Monoclonal Antibodies), 
WO 8607740 (Institut Pasteur, Protein Performance SA, Paris, FR, Obtention d'un 
anticorps monoclonal recombinant a partir d'un anticorps monoclonal human anti- 

5 rhesus D, sa production en cellules d'insecte et ses utilisations). JP 88-50710 
(International Reagents Corp., Japan, Reagents for Determination of Blood Group 
Substance Rh (D) Factor), JP 83-248865 (Mitsubishi Chemical Industries Co., Ltd., 
Japan, Preparation of Monoclonal Antibody to Rh (D) positive Antigen), CA 82- 
406033 (Queens University at BCingston, Human Monoclonal Antibodies) et GB 

10 8226513 (University CoUege London, Human Monoclonal Antibody against Rhesus D 
Antigen). 

Si Tutilisation d'anticorps monoclonaux pr&ente de nombreux avantages par rapport a 
I'utilisation de pools d'anticorps polydonaux. il peut en revanche s'av6rer difiBcUe 
15 d'obtenir un anticorps mop- slonal efficace. En eflfet, on a trouve dans le cadre de 
I'mvention que le fragment For de rimmunoglobuline obtenue doit poss^der des 
propriet6s bien particuliSres afin de pouvoir interagir et actiyer les r6cepteurs des 
cellules eflfectrices (macrophage, lymphocyte T H et NK). 

20 L'activite biologique de certaines unmunoglobulines G est dependante de la structure 
des oligosaccharides presents sur la molecule, et notamment sur sa partie Fc. Les 
molecules IgG de toutes les sous-classes humaines et murines possedent un N- 
oligosaccharide fixe au domaine CH2 de chaque chalne lourde (au residu Asn 297 pour 
les IgG humames). L'influence de ce residu glycannique sur la capacite de Tanticorps 

25 a interagir avec des molecules efifectrices (Fc recepteurs et complement) a ete 
demontr6e. L'inhfcition de glycosylation d'une IgGl humaine, par culture en pr&ence 
de Tunicamvdne, provoque par exemple une diminution de 50 fois de I'affinite de cet 
anticorps pour le r^cepteur FcyRI present sur les monocytes et macrophages 
(Leatherbarrow et al, 1985). La fixation au r^pteur FcyRDI est egalement affectte 

30 par la perte de carbohydrates sur I'IgG. puisqu'U a ete decrit qu'une IgG3 non 
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glycosylee est incapable d'induire une lyse de type ADCC par rinterm6diaire du 
recepteur FcyRHI des cellules NK (Lund et al, 1990). 

Mais, au-dela de la presence necessaire de ces residus glycanniques, c'est plus 
5 precisement I'heterogeneite de leur structure qui peut aboutir a des differences dans la 
capacite a engager des fonctions efifectrices. Des profils de galactosylation variables en 
fonction des individus (IgGl humaines seriques) ont ete observes. Ces differences 
refletent probablement des disparites dans Taaivite des galactosyltransferases et autres 
enzynxes entre les clones cellulaires de ce3 individus (Jeflferis et al, 1990). Alors que 

10 cette heterogeneity normale des processus post-traductionnels genere dififerentes 
glycoformes (meme dans le cas d'anticorps monoclonaux), elle peut conduire a des 
structures atypiques assocides a certains etats pathologiques comme Tarthrite 
rhumatoYde, la maladie de Crohn, pour lesquelles une proportion importante de residus 
agalactosyles a 6x6 mise en evidence (Parekh et al, 1985). 

15 Le profil de glycosjylation de la molecule purifi^e est la consequence d'eflfets multiples 
dont certains parametres ont d6ja 6te etudies. Le squelette proteique des IgG et 
notamment les acides amines en contact avec les r6sidus N-acetylglucosamine 
(GlcNAc) et galactose terminaux du bras mannose a 1-6 (aa 246 et 258 des IgG) 
peuvent expliquer Texistence de structures preferentielles (galactosylation) comme le 

20 montre T etude realisee sur les IgG murines et chimeriques de dififerents isotypes (Lund 
et al, 1993). 

Les differences observees mettent egalement en evidence des specificites liees a 
I'espece et au type cellulaire utilises pour la production de la molecule. Ainsi, la 

25 structure classique des N-glycannes des IgG humaines revele une proportion 
significative de types biantennes avec un residu GlcNAc en position bissectrice, 

str^^^'^t^^-^g^"*^^^"'^ fltitirnrpg prndiii ts par des cellules murines. De meme, 

les residus d'addes sialiques synthetises par la lignee CHO (Chinese Hamster Ovary) 
sont exclusivement de type a 2-3 alors qu*ils sont de type a 2-3 et a 2-6 avec les 

30 cellules murines et humaines (Yu Ip et al, 1994). La production d'immunoglobulines 
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dans des syst&nes d'expression autres que ceux issus de mammifires peut introd\iire 
des modifications beaucoup plus importantes comme la presence de residus xylose 
fabriques par les cellules d'insectes ou par les plantes (Ma et al, 1995). 

D'autres facteurs comme les conditions de culture cellulaire (incluant la composition 
du mUieu de culture, la densite cellulaire, le pH, I'oxygenation) semblent intervenir sur 
I'activite des glycosyltransferases de la cellule et par consequent sur la stracture 
glycannique de la molecule (Monica et al, 1993; Rumpel et al, 1994 b). 



10 Or, on a trouve dans le cadre de la pr6sente invention qu'une structure de type 
biantennee, avec des chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses terminaux 
et/ou GlcNAc tenninaux non intercalaires est le d&iominateur commun des structures 
glycanniques conf6rant une forte activite ADCC aux anticorps monodonaux. On a 
egalement mis au point un precede de preparation de tels anticorps capables d'activer 

15 les ceUules effectrices par Tintermediaire du FcyRIII, notamment d'a'-ticorps anti- 
Rh(D). 

Les antigenes de groupes sanguins sont classes en plusieurs systemes en fonction de la 
nature des molecules membranaires exprimees a la surfece des hematics. Le systeme 
20 Rhesus (Rh) comprend 5 molecules ou antigenes : D, C, c, E et e (ISSITT, 1988). 
L'antigdne D est la plus importante de ces molecules parce qu'elle est la plus 
immunogene, c'est-a-dire qu'eUe peut induire la production d'anticorps anti-D si des 
globules rouges Rh D positif sont transfiises a des sujets Rh negatif. 

25 L'antigene D est normalement exprim^ chez 85 % des sujets caucasoides, ces 
personnes sont dites Rh positif ; 25 % des ces sujets sont done Rh negatif c'est-a-dire 
que leurs hematies ne presented pas d'antigene D. L'expression des antigenes D 
presente certames variantes qui peuvent etre Uees soit a une feible densite antigenique, 
on parlera alors d'antigenes D feibles, soit k une antig&iidte differente ou partielle, on 

30 parlera alors d'antigenes D partiels. Le caractere D faible est caract6rise par le fait qu'il 
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s'agit d*un antigene normal mais dont le nombre de sites par hematie est diminue de 
maniere plus ou moins importante ; ce caractere est transmissible selon les lois 
mendeliennes. Les phenotypes D partiels ont ete decouverts chez des sujets RIi D 
positif qui possedaient des anticorps anti-D s6riques ; ces antigenes D partiels peuvent 
done etre caracterises comma ne possedant qu\me partie de la mosaique. Des etudes 
realisees avec des anticorps polyclonaux et monoclonaux ont permis de definir 7 
categories d'antigenes D partiels avec la description d'au moins 8 epitopes constitutife 
de Tantigene D (LOMAS et al. 1989 ; TIPETT 1988). 

L'importance des anticorps anti-Rh D est apparue avec la decouverte des mecanismes 
entrainant la maladie hemolytique du nouveau-ne (MHNN). Celle-ci correspond aux 
dififerents etats patholog^ques observes chez certains fistus ou chez certains nouveau- 
nes lorsqu*il y a une incompatibilite foeto-matemelle de groupe sanguin qui est 
responsable de la formation d'anticorps matemels anti-Rh D capables de traverser la 
barriere placentaire. En efiet, le passage dliematies foetales Rh positif chez une mere 
Rh negatif pent entrainer la formation d'anticorps anti-D. 

Apres immunisation de la mere Rh negatii^ les anticorps anti-D de classe IgG sont 
capables de traverser la baniere placentaire et de se fixer sur les h6maties foetales Rh 
positif Cette fixation entraine I'activation de cellules immunocompetentes via leurs 
recepteurs Fc de surface induisant ainsi une hemolyse des hematies foetales 
sensibilisees. En fonction de Tintensite de la reaction, plusieurs degres de gravite de la 
MHNN peuvent etre observes. 

Un diagnostic de la MHNN peut etre realise avant et apres la naissance. Le diagnostic 
prenatal est base sur revolution du taux des anticorps anti-D chez la m^re en utilisant 
plusieurs techniques immunohematologiques. Le diagnostic post-partum peut etre fait 
a partir d'un prelevement de sang de cordon en analysant les parametres suivants : 
determination des groupes sanguins du fietus et du pere ; recherche d'anticorps anti-D ; 
dosages de Themoglobine et de la bilimbine. 
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Une prophylaxie de la MHNN est actuellement systematiquement realisee chez toutes 
les femmes de groupe sanguin Rh negatif ayant mis au monde un enfent Rh positif 
avec des injections d'immunoglobulines humaines anti-D. Les premiers essais reels 
5 d*immunoprophylaxie ont debute en 1964. Pour que la prevention soit efficace, il faut 
que les immunoglobulines soient injectees avant rimmunisation c*est-a-dire dans les 72 
heures qui suivent raccouchement at que les doses d'anticorps soient suflSsantes 
(10 ng d'anticorps anti«D pour 0,5 ml d'hematies Rh+). 

10 Plusieurs anticorps monoclonaux anti-D ont fait I'objet d'une evaluation therapeutique : 
BROSSARD/FNTS 1990 (non publie) ; THOMSON/EBGRL 1990 ; KUMPEL/IBGRL 
1994 ; BELKINA/Institut tfhematologie Moscou 1996 ; BIOTEST/LFB 1997 (non 
publie). L'eflacacit6 clinique des anticorps a induire la clairance de globules rouges 
Rh(D) positif a ete evaluee chez des volontaires Rh(D) negatif. 

15 Un seul anticorps de type IgGl a montre une eflBcacite equivalente a ce»'e des 
immunoglobulines polyclonales anti-D mais seulement sur quelques patients 
(RUMPEL etal, 1995). 

L'invention propose de foumir des anticorps monoclonaux repondant aux problemes 
20 susmentionnes, c'est-a-dire des anticorps selectionn6s par un test du type ADCC 
specifique du et/ou des anticorps possedant une structure glycannique necessaire a 
Tobtention d'une bonne eflBcacite. 

Description 

25 

Ainsi, la presente invention se rapporte a un procede de preparation d'un anticorps 

monoclonal capable d'activer les cellules effectrices exprimant le FcyRHI caracterise 

en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de diflferents clones 
30 provenant de lignees cellulaires selectionnees parmi les hybridomes, notamment 
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les heterohybridomes, et les lignees cellulaires animales ou humaines transfectees a 
Taide d'un vecteur comportant le gene codant pour ledit anticorps ; 

b) addition de chaque anticorps obtenu a Tetape a) dans un melange reactionnel 
distinct comprenant : 

- les cellules cibles desdits anticorps, 

- des cellules eflfectrices comprenant des cellules exprimant le FcyRIII, 
des IgG polyvalentes, 

c) determination du pourcentage de lyse des cellules cibles et selection des anticorps 
monoclonaux qui activent les cellules efifectrices provoquant xme lyse significative 
des cellules cibles (activite ADCC de type FcyRIII). 

Les clones peuvent provenir de lignees cellulaires het^rohybrides obtenues par &sion 
de lymphocytes B humains (provenant de sujets immunises) avec des cellules de 
myelome murin, humain ou liet6rohybride, notamment le myelome K6H6-B5 (ATCC 
nXRL 1823) ; ou encore de lignees cellulaires animales ou humaines transfectees a 
Faide d'un vecteur contenant le gene codant pour une immunoglobuline humaine de 
type IgG, lesdites lignees pouvant etre selectionnees notamment parmi les lignees 
CHO-K, CHO-LeclO, CHO Lec-1, CHO Pro-5, CHO dhfi--, Wil-2, Jurkat, Vero, 
Molt-4, COS-7, 293-HEK, YB2/0, BHK, K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 et 
P3X63Ag8.653. 

Les IgG polyvalentes sont utilisees pour inhiber le mecanisme de lyse des cellules 
eflfectrices via le FcyRIII. 

Dans ce procede, on selectionne les anticorps presentant un taux ADCC de type 

FcyRin superieur a 60 %, 70%, 80 % ou de preference superieur a 90 %. 

Les cellules cibles peuvent etre des hematies traitees a la papafiie. Dans ce cas, on 

-depese-paF-puits-^ . 

100|il d'anticorps monoclonaux purifies a environ 200 ng/ml, 

- 25jil d'hematies papainees, soit environ 1x10^ cellules, 

- 25jLil de cellules eflfectrices, soit environ 2x10^ cellules. 
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- et 50^1 dTgG polyvalentes, notamment de TEGELINE™ (LFB, France), a une 

concentration comprise entre 1 et 20 mg/ml. 
On peut ainsi comparer la quantite de lyse des cellules cibles a deux temoins positife 
consistant en un compose chimique tel que du NH4CI et un anticorps de reference actif 
5 in v/vo et a un temoin negatif consistant en un anticorps inactif /w vivo. 

On peut egalement utiliser les anticorps polyclonaux d'origine commerciale comme 
temoins positifs et un anticorps monoclonal inapte a induire ime clairance in vivo 
comme temoin negatif. 

10 

Avantageusement, ce procede permet de preparer des anticorps monoclonaux anti- 
Rh(D), con:mie indique precedemment. On utilise alors comme cellules cibles des 
hematies rhesus D. 

15 L' invention repose done sur la mise au point d*un test d'activite biologique in v^-^o 
dans lequel les activites mesurees sont en correlation avec Tactivite biologique in vivo 
des anticorps monoclonaux ou polyclonaux d6ja 6valu6s du point de vue clinique quant 
a leur potentialite a induire la clairance d'hematies Rh (D) positives chez des sujets 
volontaires Rh (D) negatifs. Ce test permet d'evaluer Tactivite lytique dependante de 

20 r anticorps = ADCC (Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity) induite 
essentiellement par les recepteurs Fey de type m (CD 16), les recepteurs Fey de type I 
(CD64) etant satures par Taddition d'inmiunoglobulines humaines de type IgG (sous la 
forme d'IgG polyvalentes therapeutiques). La specificity FcyRIII de ce test ADCC a 
ete confirmee par inhibition en presence d' anticorps monoclonal anti-FcyRin (voir 

25 figure 6). Des cellules mononucleees de sujets sains sont utilisees comme cellules 
efifectrices dans un ratio effecteur/cible (E/C) proche des conditions physiologiques in 

yy-y/^JDati-^-r^s^-rnnditinns les activites lytiques des immunoglobulines polyclonales et 

des anticorps monoclonaux anti-D inefficaces in vivo (anticorps DF5 Goossens et al, 
1987 et les anticorps AD1+AD3, FR 9207893 LFB/Biotest et FOG-1, GB 2189506) 

30 sont respectivement fortes et feibles. 
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La selection des anticorps decrits dans la presente invention a done ete realisee par 
evaluation de leur activite biologique dans ce test de type ADCC (voir exemple 1). 

Dans un autre aspect, I'invention conceme les anticorps susceptibles d'etre obtenus a 
partir du procede decrit ci-dessus, lesdits anticorps presentant des taux ADCC de type 
FcyRin superieurs a 60 %, 70%, 80 % ou de preference superieur a 90 % par rapport 
au polyclonal de reference. Les anticorps monoclonaux de I'invention, diriges centre 
un antigene donne, activent les cellules efFectrices exprimant le FcyRHI provoquant 
une lyse superieure a 60 %, 70 %, 80 %, de preference superieure a 90 % de la lyse 
provoquee par des anticorps polyclonaux diriges contre ledit antigdne. 
Avantageusement, lesdits anticorps monoclonaux sont diriges contre le rhesus D. 
lis peuvent de preference etre produit par des clones derives des lignees Vero 
(ATCC CCL 81), YB2/0 (ATCC n^ CRL 1662) ou CHO Lec-1 (ATCC n*' CRL 
1735) et peuvent appartenir a la classe IgGl ou IgG3. 

L'invention conceme egalement des anticorps ayant une structure glycannique 
particuliere conferant une activity eflfectrice dependante du FcyRin. 
De tels anticorps peuvent etre obtenus a partir d'un procede explicite ci-dessus et 
possedent sur leur site de glycosylation (Asn 297) du Fey des structures glycanniques 
de type biantennees, avec des chames courtes et une faible sialylation. De preference, 
leur structure glycannique presente des mannoses terminaux et/ou GlcNAc terminaux 
non intercalaires. 



De tels anticorps sont plus particulierement selectionnes parmi les formes : 




GO, GOF, Gl et GIF. 

IM GlcNAc ^ Mannose ^ Galactose ^ Fucose 
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Ainsi, rinvention vise un anticorps monoclonal caracteris6 en ce qu'il possede sur son 
site de glycosylation (Asn 297) du Fey des structures glycanniques de type 
biantennees^ avec des chauies courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc 
du point d'attache terminaux non intercalaires. Lesdits anticorps, diriges centre un 
5 antigene donne, actiyent les cellules eflfectrices exprimant le FcyRin provoquant une 
lyse superieure a 60 %, 70 %, 80 %, de preference superieure a 90 % de la lyse 
provoquee par des anticorps polyclonaux diriges contre ledit antigene. 

Plus particulierement, rinvention pOTte . sur des anticorps et_ des compositions 
10 comprenant lesdits anticorps tels que definis ci-dessus, dans lesquels la teneur en acide 
sialique est inferieure a 25%, 20%, 15%, ou 10%, de preference 5%, 4% 3% ou 2%. 

De meme, rinvention porte sur des anticorps et des compositions comprenant lesdits 
anticorps tels que definis ci-dessus, dans lesquels la teneur en fiicose est inferieure a 
15 65%, 60%, 50%, 40%, ou 30%. De preference, la tenair en fucose est comprise entre 
20% et 45% ou encore entre 25% et 40%. 

Une composition selon I'invention particuUerement efficace comprend par exemple 
une teneur superieure a 60%, de preference superieure a 80% pour les formes GO + Gl 
20 + GOF + GIF etant entendu que les formes GOF + GIF sent inferieure a 50%, de 
preference inferieure a 30%. 



25 



30 
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Tableau 1 ; quantification (Vo) des structures oligosaccharidigues 
des differents anticoros Anti-RhP 




Une alternative pour cibler specifiquement le FcyRIII consiste en la preparation 
d'anticorps du type « high mannose ». 



10 



Dans un autre aspect, Tinvention a trait a une cellule produisant un anticorps 
mentionne ci-dessus, II peut s'agir d'un hybridome, notamment d'un heterohybridome 



obtenu avec le partenaire de fusion K6H6.B5 (ATCC nXRL 1823) ; ou d'une cellule 
animale ou humaine transfectee a Taide d'un vecteur comportant le gene codant pour 
ledit anticorps, notamment une cellule derivee des lignees Vero (ATCC n"* CCL 81), 



3NSCXXtO: <WO 0177ieiA2 I > 
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YB2/0 (ATCC CRL 1662) ou CHO Lec-1 (ATCC CRL 1735). Ces cdlules 
conespondart aux tigndes ceUuIaires selectionnes par le proc6d6 selon Tinv^ition, 
lesdites cellules prodiusant des anticorps possedant les caract6ristiques evoquees 
precedemment. 

5 

Un anticorps prefere selon rinvention montre une activity biologique importairte 
(superieure ou egale a celle de I'anticorps polyclonal anti-Rh(D) de r6f6rence) dans le 
test ADCC utilisant des cellules efiEectrices FcyRIII positives. 

Son aptitude a I'activation des recepteurs FcyRm (apres fixation) est confirmee sur des 
10 modules in vi^o qui mettent en evidence la modification du flux calcique 
intracellulaire, la phosphorj^ation de molecules de transduction du signal d'activation 
ou la liberation de m^diateurs cbimiques. 

Ces proprietes sont associees k une stucture particuli&-e des oligosaccharides du site de 
N-^ycosylation de la partie Fc de I'anticorps : presence de chafnes courtes, feiblemait 
15 gaIactosyI6es, peu sialyI6es, possedant des mannoses ternrinaux et/ou CHcNAc 
terminaux non intercalaires par exemple. 

Get anticorps presente des applications th6rapeutiques : prevention de la MHNN, 
traitement du PTI chez les individus Rh(D) positi^ et toute autre application ccncerafe 
par IHitilisation d'immunoglobulines polyclonales anti-D. 

20 Un anticorps prefere selon I'invention pevrt egalement avoir une sp6cificite autre que 
anti-Rh(D) (anti-cellule cancereuse par exemple). II peut posseder les proprietes 
d^crites precedemment (activity fonctionnelle dependante d'un mecanisme de 
fixation/activation au niveau des recepteurs FcyRm, structure particuliere des 
oligosaccharides) et Stre utilise dans I'immunotherjqpie de cancers ou de toute autre 

25 patholo^e pour laquelle peait etre efiFectue un traitement curatif ou pr6ventif k I'aide 
d'un anticorps monoclonal dont le mecanisme d'action correspond a une activite 

^ctienneHe-parfategaaediaite^iu- rfe e pteur FcyRTTT 



wo 01/77181 



PCT/FROl/01127 



14 

Un autre aspect porte sur line composition pharmaceutique comprenant un anticoips 
selon rinvention et sur I'utifisation dudit anticorps pour la fabrication d'un 
medicament. 

5 De preference, Tinvention conceme rutilisation d'un anticorps anti-Rh(D) decrit ci- 
dessus pour la fabrication d'un medicament destine a la prevention de Tallo- 
inununisation Rhesus d'individus Rh negatif Le mode d'action des immunoglobulines 
anti-D in vivo est une fixation specifique des anticorps sur Tantigene D des globules 
rouges RhCD) positifi suiyie d\me elimination de ces globules rouges de la circulation 
10 essentiellement au niveau de la rate. Cette clairance est associee a un mecanisme 
dynamique de suppression de la reponse immune primaire chez les individus et 
pr^vient done rimmunisation. 

Ainsi, on peut utiliser un anticorps de Tinvention de maniere prophylactique pour la 
prevention de ralloimmunisation de femme Rhesus negatif, immediatement apres la 

15 xiaissance d*im enfant Rhesus positi^ et pour prevenir, lors des grossesses ulterieures, 
la maladie hemolytique du riouveau-ne (MHNN) ; lors d'avortements, de grossesses 
extra-uterines en situation dincompatibilite Rhesus D ou encore lors d'hemorragies 
transplacentaires resultant d'amniocentese, de biopsies chorioniques, ou de 
manipulations obstetriques traumatisantes en situation d'incompatibilite Rhesus D. 

20 En outre, on peut utiliser un anticorps de Tinvention dans le cas de transfusions Rh 
incompatibles avec du sang ou des derives sanguins labiles. 

L'mvention porte egalement sur Tutilisation d'un anticorps de I'invention pour la 

fabrication d'un medicament destine a une utilisation therapeutique dans le Purpura 
25 Thrombocytopenique Idiopatluque (PTI). 

Les anticoips de Tinvention sent egalement utiles pour la fabrication d'un medicament 
df>stTn4-mi-tf?H4^f"^^M^-^^^ par imni^inn therapie ou pour le traitement d'infections 

causees par des agents pathogenes viraux ou bacteriens. 
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Un aspect complementaire de rinvention porte sur I'uiiiisation desdits anticorps' 
notamment pour le diagnostic. L'invention vise done un kit comprenant un anticorps 
decrit ci-dessus. 

* 

5 Pour la suite de la desraiption, on se referera aux legendes des figures presentees ci- 
apres. 



L^endes 

10 Figure 1 : Evaluation ADCC de F60 et T125 YB2/0 (R270) 

Cette figure repr&ente le pourcentage de fyse obtenue en fonction de la concentration 
en anticorps en presence de 100 et 500 pg/puits de TEGELINE™ (LFB, France). On 
obtient un pourcentage de tyse 61eve pour les anticorps selon l'invention F60 et T125. 
Figure 2 : fixation des antl-D au recepteur (FcyKIII) 

15 On obtient un fort indice de fixation pour les anticorps selon l'invention F60 et T125. 
Figure 3 : construction du vecteur d> expression T125-H26 pour Fexpression de la 
chaineHdeT125. 

Figure 4 : construction du vecteur d*expression T125-K47 pour Fexpression de la 
chauieLdeT125 

20 Figure 5 : construction du vecteur d'expression T125-IG24 pour Texpression de 
Tanticorps entier T12S. 

Figure 6 : inhibition ADCC en presence d'anti Fc RIII (CD16) 
Le test ADCC est etabli selon le mode op6ratoire decrit au §3.3 en presence de I'anti- 
CD16 commercial 3G8 (TEBU) dont Taction est de bloquer les recepteurs FcRffl 
25 presents sur les cellules efifectrices. La concentration finale de 3G8 est de Sjig/puits 
(25ng/ml). Un temoin est fait en parallele en absence de 3G8. 

fces^^-Mttteerps-testes-soH^le- Poly - D WinR hOi-Tan t i corp s F60 (Pf 1 55 99/47 jQPtenu 

selon le precede decrit en exemple I et le R297 (Pf 210 01/76) obtenu selon le proced6 
decrit en exemple II. 



30 
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Resultats : on observe une inhibition en presence du 3G8, ce qui demontre que 
r ADCC induite par les trois anticorps testes est majoritairement dependante du FcRin. 
Une inhibition legerement plus forte est observee en presence du Poly-D WinRho 
(83% par rapport a 68% et 61% d*inhibition pour le F60 et R297 respectivement). 
5 Cette diflference peut etre due a la presence dans le Poly-D d'IgG humaines non anti-D 
qui vont inhiber les recepteurs de type 1 (FCRI ou CD64) et done agir en synergie avec 
ranti-CD16. 

Figure 7 : caracterisation des glycanes des Anti-D par Spectrometrie de Masse 
10 (MS). 

Figure 8 : Comparaison des spectres MS de R 290 et DF5. 
Figure 9 : etude de la glycosylation de T Anti-D D31DMM par MS. 

EXEMPLE 1 : ETABLISSEMENT D'UNE LIGNEE CELLULAIRE 
15 HETEROHYBRTOE PRODUCTRICE D'UN ANTICORPS ANTI- RH (D) 

1- Obtention de clones IvmphoblastoYdes et d'het^rohvbrides ; 

1.2- Source de lymphocytes : 
20 Le donneur de lymphocytes B est selectionne parmi les donneurs d'anti-Rh(D) en 
plasmapherese, sur Tactivite de ses anticorps anti-Rh(D) seriques dans le test d'activite 
ADCC decrit au §33. Apres un don de sang total en 1998, la fraction «bu^ coat» 
(concentre de leucocytes) est recuperee. 

25 L2^Immortalisaiion des lymphocytes B du donneur 

Les cellules mononucleees du sang peripherique sont separees des autres elements par 

centnfii gation sur FicoU Plus (Pharmacia). EUes sont ensuite diluees a 10^ cellules/ml 

en IMDM contenant 20% (v/v) de serum de veau foetal (SVF), auquel sont ajoutes 20% 
de sumageant de culture de la lignee B95-8 (ATCC-CRL1612), 0,ljig/ml de 

30 cyclosporine A (Sandoz), 50 jig/ml de sulfate de gentamycine (Life Technologies), et 
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reparties en plaques de 24 puits (P24 Greiner) ou en plaques de 96 puits a fond rond. 
EUe sont ensuite placees en incubateur k 37**C, 7% C02. Apres 3 semaines, ia 
presence d'anticorps anti-Rh(D) est recherchee par ADCC 

A Chacun des 16 micropuits d'un puits de plaque P24 positif est transfer^ dans un 
5 nouveau puits de P24. Get enrichissement est repete apres 10 a 15 jours de culture et 
chaque micropuits est amplifie en P96 puis en P24. 

A Les puits de P96 positife sont repris et amplifies en P24 a fond plat (Nunc). 
Apres quelques jours de culture, la presence d'anticorps anti-Rh(D) est recherchee par 
- ADGG. - 

1.3- Enrichissement pew rosettes immune (Rl) : 

Les cellules issues d'un ou plusieurs puits de P24 sont enrichies en cellules sp6cifiques 
par formation et separation de rosettes avec des hematics Rh(D) positives papaSnees : 
1 volume d'hematies lavtes en NaGI 0,9% est incube 10 minutes a 37**G avec 1 volume 

15 de solution de papaine (Merck) au 1/1000*°" (m/v), puis lav6 3 fois en NaGI 0,9 %. Les 
cellules sont ensuite lavees une fois en solution de Hanks, raises en suspension en SVF 
et melangees aux hematics papainees dans le rapport 1 cellule pour 33 hematics. Le 
melange est plac6 dans im tube a centrifuger a fond conique, centrifuge 5 minutes k 
80g et incube une heure dans la glace fondante. Le melange est ensuite deUcatement 

20 agit6 et le Ficoll d6pos6 au fond du tube pour separation 20 minutes a 900g. Le culot 
contenant les rosettes est h^molys6 en solution de NH4CI pendant 5 minutes et les 
cellules remises en culture en P24 contenant des cellules mononucleees humaines 
irradiees. Aprds environ 1 semaine, les surnageants sont 6valu6s en tests CELA 
(paragraphe 3.2) et ADGG pour la presence d'anticorps anti-Rh(D) ayant une bonne 

25 activity. Un nouveau cycle d'enrichissement est realise si le pourcentage de cellules 
formant rosettes augmente significativement par rapport au qrcle pr6c6dent. 



L4-Clonages des cellules lymphoblasto'ides : 

Les cellules enrichies par RI sont reparties a 5 et 0,5 cellules par puits dans des plaques 
30 de 96 puits a fond rond contenant des cellules mononucleees humaines irradiees. 
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Apres environ 4 semaines de culture, les sumageants des puits contenant des amas 
cellulaires sont 6valu6s par test ADCC. 

L 5' Hetirofusion : 

5 Les puits de clonages des cellules transfonnees par EB V presentant una activite ADCC 
interessante sont amplifies en culture puis fiisionnes avec rheteromyelome K6H6-B5 
(ATCC CRL-1S23) selon la technique standard au PEG. Apres fusion, les cellules sont 
reparties a raison de 2 10"* cellules/puits en P96 a fond plat contenant des macrophages 
intraperitoneaux murins et dans un milieu selectif contenant de Taminopterine et de la 
10 ouabaine (Sigma). 

Apres 3 a 4 semaines de culture, les sumageants des puits contenant des amas 
cellulaires sont lvalues par test ADCC. 

L 6- clonages des heterohybridomes : 
15 Le clonagc par dilution limite est effectue a 4, 2 et 1 cellules/puits dans des P96 a fond 
plat. Apres 2 semaines, Faspect microscopique des puits est examine pour identifier les 
clones imiques puis le milieu est renouvele. Au bout de 2 semaines environ, les 
sumageants des puits contenant des amas cellulaires sont evalues par test ADCC. 

20 2- Hlstorioue des clones retenus ; 

2.1- clone producteur d'unelgGl 

La transformation par EBV des cellules du donneur dl3 a permis la selection d'un 
puits, designe T125 2A2 sur lequd ont 6te realises successivement : 2 enrichissements, 
25 3 cycles de RI, et un clonage a 5 cellules/puits pour donner 2 clones : 

1) T125 2A2 (5/l)A2 a partir duquel a ete extrait TADN pour la preparation du 
vectenr recombinant ; 

2) T125 (5/l)A2 qui a ete fiisionne avec K6H6-B5 pour donner F60 2F6 puis apres 5 
clonages F60 2F6 (5) 4C4, clone retenu pour la constitution d'un stock cellulaire 

30 preaiable a la preparation de banques. 
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n s'agit d'une IgGl poss6dant une chaine legere Kappa. 

Cellules Donneur 

Transformation EBV 

5 T125 2A2 

Enrichissement en P24 

T125 2A2 (2)E6 

^ 3 cycles de Rosettes Immunes 

T1^_2A2(2)E6RI(3) 

10 1 clonage ^ ^ o 

T125 2A2 (5/l)A2 T125 2A2 (5/l)lC5 

M- fusion 

ADN pour vecteur recombinant 

^ 5 clonages 
j5 F60 2F6 (5)4C4 

2.2- ctowe producteur d'une JgG3 

Salon le meme precede que celui utilise pour la preparation de I'anticorps d'isotype 
IgGl, une lignee productrice d'une IgG3 a ete prepar6e. Les cellules d'origine 
20 proviennent d'un don de sang total, d'un autre donneur designe, dont la fraction 
« bufify coat » (concentre de leucocytes) a ete recuperee. 
n s'agit d'une IgG3 poss6dant une chaihe legdre Kappa. 



25 



Cellules Donnair 

M' Transformation EBV 

T151 4H1 

^ 2 cycles de Rosettes Immunes 



T151 4H1RI(2) 

H Fusion (XK6H6/B5) 



30 F41 IDll 
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^ 5 clonages 

F41 IDll (5)3A3 



3- Methodes d'evaluation des anticorns anti-Rh (N\ : 

5 

Apres purification par chromatographie d'aflBnite sur proteine A Sepharose 
(Pharmacia) et dialyse en tampon Tris 25niM, NaCl ISOmM, pH 7,4 , la concentration 
de Tanticorps T125 est detenninee par technique ELISA. L'activite biologique in vitro 
est ensuite mesuree par la technique ADCC. 

10 

3.1" Determination du taux d'IgG et des isotypes par technique ELISA : 

• IgG totales 

Coating : anti-IgG (Calbiochem) a 2jig/ml en tampon carbonate 0,05M pH 9,5, 1 nuit 
a 4°C. Saturation : tampon de dilution (PBS + 1% BSAH- 0,05% Tween 20, pH 7.2) Ih 
15 a temperature ambiante. Lavage (^ renouveler h, chaque etape) : H20 + NaCl 150mM 
+ 0,05% Tween 20. Dilution des echantillons en tampon de dilution a environ 
lOOng/ml et de la gamme temom constituee a partir d'IgG humaine polyvalentes UFB 
prediluees a lOOng/ml. Incubation 2h a temperature ambiante. Conjugu6 : anti-IgG 
(Diagnostic Pasteur) dilue au 1/5000, 2heures a temperature ambiante. Substrat : OPD 
20 k 0,5mg/ml (sigma) en tampon phosphate citrate, perborate de Na (Sigma), 10 minutes 
a Toscurite. ArrSt de la reaction par HCL IN, et lecture a 492 nm. 

• Dosage chaine Kappcu 

Coating : anti-Kappa (Caltag Lab) a S^ig/ml en tampon carbonate 0,05M pH 9.5,1 nuit 
a 4^C. Saturation : tampon de dilution (PBS + 1% BSA+ 0,05% Tween 20, pH 7.2) Ih 

25 a temperature ambiante. Lavage (a renouveler a chaque etape) : H20 + NaCI 150mM 
+ 0,05% Tween 20. Dilution des echantillons en tampon de dilution a environ 

lOOng/ml et de la gamme temoin constituee a partir de Tanticor ps monoclonal AD3T1 

LFB (Kappa/ganmia 3) predilue a lOOng/ml. Incubation 2 h a temperature ambiante 
Conjugue : anti-kappa biotinyle (Pierce) dilue au 1/1000 en presence de Streptavidine- 

30 peroxidase (Pierce) dilue au 1/1500, 2 heures a temperature ambiante. Substrat : OPD a 
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0,5mg/na (sigma) en tampon phosphate citrate, perborate de Na (Sigma), 10 minutes a 
I'obscurit^. AirSt de la reaction par HCL IN, et lecture 4 492 nm. 

3.2- Dosage specifique anH^D par technique CELA (CeUular Enzyme Unked 

5 Assay): 

Cette methode est utiUste pour le dosage sp6cifique des anticorps anti-D notamment 
lorsqu'U s'agit de sumageant de culture k des stades de culture ou d'autres 
immunoglobulines non anti-D sont presentes dans la solution (etapes precoces apres 
transformation EB V). 

10 Principe : I'anticorps anti-D est incube avec des hematics Rhesus positif puis revele 
par une anti-Ig humaine marquee a la phosphatase alcaline. 

lOOul d'h^maties Rh+ a 10% dUuees en tampon de dilution Liss-BSA 1%. DUution 
des echantillons en tampon de dflution a environ 500ng/ml et de la gamme temoin 
constituee k partir d'une IgG anti-D humaine monoclonale purifiee (DF5, LFB) 
1 5 predUuee a SOOnp'ml. Incubation 45 min i temp&ature ambiante. Lavage {k renouveler 
k chaque etape) : H20 + NaCl ISOmM. Conjugue : anti-IgG phosphatase alcaline 
(Jackson) dilue au 1/4000 en PBS+1% BSA, lh30 k temp^ture ambiante. Substrat : 
PNPP k Img/ml (sigma) en diethanolamine IM, MgC12 0,5mM ; PH 9,8. Arret de la 
reaction par NaOH IN et lecture k 405 nm. 

20 



3.3- Technique ADCC 

La technique ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) permet d'evaluer la 
25 capacity des anticoips (anti-D) a mduire la lyse des hematics Rh positif en presence de 
ceUules efiFectrices (cellules mononucletes ou lymphocytes). 

Brievement ies hematics d'un concentre globulaire Rh positif sont traitees a la papatoe 
(1 mg/ml, 10 min a 3TC) puis lavees en NaCL 0,9%. Les cellules effectrices sont 
isolees a partir d'un pool d'au moins 3 buflfy-coat, par centrifiigation sur Ficoll 
30 (Pharmacia), suivi d'une etape d' adherence en presence de 25% de SVF, de fa^on k 
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obtenir un ratio lymphocytes/monocytes de I'ordre de 9. Dans une plaque de 
microtitration (96 puits) on depose par puits : 100^1 d'anticorps anti-D purifie a 
200 ng/ml, 25 (xl d'hematies papaihees Rh+ ( soit 1x10^), 25 (xl de cellules efifectrices 
(soit 2x10^) et 50|il dlgG polyvalentes (Tegeline LFB par exemple) aux 
5 concentrations usuelles de 10 et 2 mg/ml. Les dilutions sont faites en IMDM 0,25% 
SVF. Apres incubation Inuit a 37*^C, les plaques sont centrifiigees, puis rhemoglobine 
liberee dans le sumageant est mesuree en presence d'un substrat spedfique de 
Tactivite peroxydasique (2,7 diaminofluorene, DAF). Les resultats sont exprimes en 
pourcentage de lyse, 100% correspondant a la lyse totale des hematies en NH4C1 
10 (temoin 100%), et 0% au melange reactionnel sans anticoips (temoin 0%). 
La lyse specifique est calculee en pourcentage selon la formule suivante : 

(DO echantillon - DO temoin 0% ) x 100 = % ADCC 
DO temoin 100% - DO temoin 0% 

15 

Les resultats presentes k la figure 1 montrent I'activite de I'anticorps produit par 
rheterohybride F60 comparee a celles des anticorps de reference : 

- les anticorps polyclonaux anti-Rh(D) POLY-D LFB 51 et WihRhO W03 (Cangene) = 
temoins positifs 

20 - I'anticorps monoclonal DF5 (inactif in vivo sur la clairance d'hematies Rh(D) 
positives (BROSSARD/FNTS, 1990, non publie)) = temoin negatif 

- les IgGl purifiees (separees des IgG3) a partir du polyclonal WinRhO W03. 

Deux concentrations dTgG humaines (Tegeline LFB) sont utilisees pour montrer que 
Tinhibition d'activite du temoin negatif est liee a la fixation des IgG competitrices sur 
25 les recepteurs Fey de type I. 

Ce test permet d'apprecier la fixation des anticorps anti-Rh(D) d'isolype IgGl sur le 
FcyRin et notamment de differencier des anticorps IgG3. Compte tenu de la faible 
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affinity de ce recepteur pour les IgG monom6riques, la fixation prealable des anticorps 
sur I'antig^ne D est n^cessaire. 

Princip e : sur des membranes d'hematies Rh+ coatees en plaque de microtitration. on 
ajoute I'anticorps a tester (anti-D) puis des ceUules Jurkat transfect^es exprimant a leur 

5 surface le recepteur FcyRHI. Apres centrifugation, Tinteraction « membrane Rh+/anti- 
D/Jurkat CD16 » se visuaUse par un etalement homogene des Jurkat CD16 dans le 
puits. Au contraire, les cellules se regroupent au centre du puits en absence 
d'interaction. L'intensite de la reaction est exprimee en nombres de +. 
Methode : 1). Incubation Ih MTX de I'anticorps anti-D (50 ^1 a l^g/ml en IMDM) 

10 sur plaque de Capture R (Immunochim), puis lavages en eau + NaCl 0,9%. Ajout de 
Jurkat CD16 (2. 10* ceflules/ml) en IMDM + 10 %SVF. Incubation 20 min k 37°C puis 
centrifugation et evaluation de I'adh^rence des ceUules (contre une gamme t^moin). 
2) Revelation de I'anti-D fixe sur les plaques de Capture R par technique de type 
ELISA h I'aide d'anti IgG humaines-Peroxydase au 1/5000 (Sanofi Diagnostics 

15 Pasteur) apres avoir h e les cellules Jurkat CD16 au Tris -HCI 0,2M, Ur6e 6M. pH 
5,3-5,5. Revelation OPD puis lecture de la densite optique (p.O.)a 492 nm. 
Expression des resultats : on afiFecte une valeur arbitraire de 0 ^ 3 en fonction de la 
fixation et de I'etalement des cellules Jurkat CD16. Ces valeurs sont afifectees a chaque 
intervaUe de DO defini (de 0,1 en 0,1). On trace : 

20 * soit une courbe : adherence des ceUules Jurkat (Y) en fonction de la quantite d'anti-D 
fixte sur les membranes d'hematies (X). 

* soit un Wstogramme des «indices de fixation» correspondant pour chaque anticorps, 
k la somme de chaque valeur de fixation des cellules Jurkat (0 a 3) affectee par 
intervalle de DO (sur une portion commune a Tensemble des anticorps testes). 

25 Un exemple d'histogramme est present^ k la figure 2. 

Les anticorps anti-Rh(D) d'isotype IgGl (F60 et T125 YB2/0) montrent un indice de 
fiv5.ri»« prnrhft de celui des IgGl polyclonales (WinRho). alors que les anticorps 
temoins negatife DF5 et ADl ne se fixent pas. De la meme &gon, I'anticoips d'isotype 
IgG3 (F41) presente un bon indice de fixation, legerement inferieur a celui des IgG3 

30 purifiees a partir du polyclonal Winrho et superieur a celui de I'anticorps AD3 (autre 
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IgG3 testee et inefiScace en essai clinique, en melange avec ADl (Biotest/LFB, 1997, 
non public). 

Exempie 2 ; 

5 PRODUCTION D^UN ANTICORPS (Ac) ANTI-^D RECOMBINANT 

1- Isolement et amplification des ADNc codant pour les chaines lourde et legere 
de r Ac 



10 LI' Extraction des AEN et synthase d'ADNc 

Les ARN totaux ont ete extraits d'un clone producteur d'Ac anti-D (IgG Gl/Kappa) 
obtenu par transfonnation EBV : T125 A2 (5/1) A2 (voir paragraphe 2, exempie 1) 
Les cDNA correspondants ont ete synthetises par transcription reverse des ARN totaux 
a Taide d' amorces oligo dT. 

15 

Amplification de la region variable de la chatne lourde de T125'A2 : sequence 
VH/T12S-A2 

La sequence VH/T125-A2 est obtenue par amplification des cDNA de T125-A2 a 
Taide des amorces suivantes ; 
20 - amorce A2VH5 localisee en 5'de la region leader du gene VH de T125-A2, 
introduit une sequence leader consensus (en gras) deduite de sequences leader deja 
publiees et associees a des genes VH appartenant a la meme famille VH3-30 que le 
gene VH de T125-A2 ; cette sequence comporte egalement un site de restriction 
Eco RI (en italique) et une s^uence de Kozak (soulignee) : 
25 A2VH5 (SEQ ID N^l) : 

5*- CTCTCCGA477 CGCCGCCACCA TGGAGTTTGGGCTGAGCTGGGT -3' 

« am nrne flntiRftns (t S P2ANP situee en 5' de la region constante (CH) de T125-A2 : 

GSP2ANP (SEQ ID N°2) : 5*- GGAAGTAGTCCTTGACCAGGCAG -3'. 

30 Amplification de la region constante de T125-A2 : sequence CH/T125-A2 
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La sequence CH/T125-A2 est obtenue par amplification des cDNA de T125-A2 a 
I'aide des amorces suivantes : 

- amorce Gl localisee en 5' de la region CH de T125-A2 : 

Gl (SEQ ID N°3) : 5'- CCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTC -3' 
5 La premiere base G de la sequence CH est ici remplacee par un C (souUgne) 

afin de recreer apr^s clonage un site Eco RI (voir paragraphe 2.1.1) 

- amorce antisens H3'Xba situ6e en 3' du CH de T125.A2, introduit un site Xba I 
(soulign6) en 3' de la sequence amplifiee: 

H3'Xba(SEQ ID-N°4) : - _ 

10 5'- GAGAGGTCl^eACTATTTACCCGGAGACAGGGAGAG -3' 

1,4- Amplification de la chmne Ugere Kappa : sequence E/TJ25-A2 
La chaaie Kappa entiSre de T125-A2 (sequence K/T125-A2) est amplifiee a partir des 
cDNA de T125-A2 ea utilisant les amorces suivantes : 
15 - amorce A2VK3 situee e . 5' de la region leader du gene VK de T125-A2, introduit 
une sequence consensus (en gras) deduite de la sequence de plusieurs regions 
leader de genes VK VH appartenant au meme sous-groupe VKl que le gene VK de 
■ T125-A2 ; cette sequence comporte egalement un site de restriction Eco RI (en 
italique) et une sequence de Kozak (soulignee) : 

20 A2VK3(SEQIDlSr5): 

5'- cCTACCa4^rZCeCQQCCi^ATGGACATGAGGGTCCCCGCTCA -3' 

- amorce antisens KSEl localisee en 3' de Kappa, introduit un site Eco RI 
(souligne) : 

25 KSEl (SEQ ID N°6) : 

5'. GGTGGT^VATIQCTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT -3'. 

La Fig. I schematise les strategies d'ampMcation des chaines lourde et legere de 
T125-A2. 



30 2- Construction des vecteurs d' expression 
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2.1' Vecteur d* expression chaine lowrde de T125-A2 : T12S-H26 
La constmction de T125-H26 est resumee Rg. 2. EUe s'eflFectue en deux temps : tout 
d'abord construction du vecteur intermediatre V51-CH/T125-A2 par insertion de la 
region constante de T125-A2 dans le vecteur d'expression V51 derive de pCI-neo (Fig. 
5 3) puis clonage de la region variable dans V5 1-CH/T125-A2. 

2.1.1 clonage de la region constante de T125-A2 

La sequence CH/TI25-A2 amplifiee est inseree apres phosphorylation au niveau du 
site Eco RI du vecteur V51 (Fig. 3). La ligation s'effectue apres traitement prealable a 
la polymerase Klaiow des extr6mites. cohesive. Eco RI de ySl afin de 1^ rendre 
10 « bout franc ». 

L'amorce Gl utilisee pour ramplification de CH/T125-A2 permet de recreer apres son 
insertion dans V51 un site Eco RI en 5' de CH/T125-A2. 

2.1.2 clonage de rigion variable de T125-A2 

La sequence ■VH/T125-A2 obtenue par amplification est digeree par Eco RI et Apa I 
15 puis inserte au niveau des sites Eco RI et Apa I du vecteur V51-G1/T125-A? 

2.2- Vecteur chaine legere de T12S-A2 : T125-K47 

La construction de T125-K47 est presentee Fig.4. La sequence K/T125-A2 obtenue par 
PGR est digeree par Eco RI et inseree au niveau du site Eco RI du vecteur d'expression 
20 V47 derive de pCI-neo (Fig. 5). 

2.i- Vecteur chdines lourde et legtre de T125'A2 : T12S-IG24 

La construction de T125-IG24 est schematise Fig.6. Ce vecteur qui contient les deux 

unites de transcription des chauies lourde et kappa de T125-A2 est obtenu par insertion 

25 du fragment Sail - Xho I de T125-K47 contenant I'unite de transcription de K/Tl 25- 
A2 au niveau des sites Xho I et Sal I de T125-H26. 

Ainsi les rhain''i » lr>iirr1i.s leg eres de T125-A2 sont exprimees sous la dependance du 

promoteur CMV ; d'autres promoteurs peuvent 6tre utilises : RSV, promoteur chaine 
lourde IgG, LTR MMLV, HIV, P actine, etc. . . 
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2.4- Vecteur leader specifique chaines lourde et legere de T125-A2 : Ti:5-LS4 
Un second vecteur d' expression de T125-A2 est egalement construit dans lequel la 
sequence leader consensus de la chaine Kappa est remplacee par la sequence reelle de 
la region leader de T125-A2 prealablement d^terminee par sequen^age de produits de 
5 « PGR S'-RACE » (Rapid Amplification of cDNA 5' Ends). 

La construction de ce vecteur T125-LS4 est decrite Fig. 7. EUe s'efifectue en deux 
6tapes : tout d'abord la construction d'un nouveau vecteur d'expression de la chaine 
Kappa de T125-A2, T125-KLS18, puis 1' assemblage du vecteur d'expression final, 
T125-LS4, GontMiant les deux unites, de transcription, chaine legexe. modifi6e_et c hame 
10 lourde. 

2. 4. 1 construction du vecteur TJ25-KLSJ8 

La partie 5' de la sequence leader conseaisus Kappa du vecteur T125-K47 est 
remplacee par la sequence leader specifique de T125 (KLS/T125-A2) au cours d'une 
6tape d'amplification de la sequence K/n25-A2 r6aBs6e k I'aide des amorces 
15 suivantes : 

- amorce A2VK9 , modifie la partie 5' de la region leader (en gras) et introduit un 

site Eco RI (souligne) ainsi qu'une sequence de Kozak (en italique) : 
A2VK9 : 5'- CCTACCfiAATTCGCCGCC4CCATGAGGGTCCCCGCTCAGCTC 

-3' 

20 - amorce KSEl (decrite au paragraphe 1.4) 

Le vecteur T125-KLS18 est ensuite obtenu en remplaQant le fragment Eco RI de T125- 
K47 contenant la sequence K/T125-A2 d'ori^ne par la nouveUe sequence KLS/T125- 
A2 digeree par Eco RI. 

2.4.2 construction du vecteur final T125-LS4 

25 Le fragment Sal I - Xho I de T125-KLS18 contenant la sequence modifi^e 
KLS/T125-A2 est insere dans T125-H26 au niveau des sites Xho I et Sal I. 



30 



3- Production d'Ac anti-D dans la lignee YB2/0 
3.1- Sans antplificadon genique 
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Les deux vecteurs d'expression T125-IG24 et T125-LS4 ont 6t6 utilises pour la 
transfection de cellules de la lignee YB2/0 (myelome de rat, lignee ATCC n° 1662). 
Apres transfection par electroporalion et selection des transfonnants en presence de 
G418 (selection neo) plusieurs clones ont ete isoles. La production en Ac anti-D 
5 recombinants est d*environ 0.2 cellules/24h (yaleur obtenue pour le clone 3B2 

de R270y L'activite ADCC de cet Ac recombinant est superieure ou egale a celle des 
temoins poly-D (figure 1). Les Ac produits a Taide des deux vecteurs d'expression ne 
sont pas significativement differents en terme de niveau de production ou d'activite 
ADCC. 

10 

3.2' Avec amplification genique 

Le systeme d'amplification genique mis en oeuvre repose sur la selection de 
transformants resistant au methotrexate (MTX). II necessite Tintroduction prealable 
d'une unite de transcription codant pour I'enzyme DHFR (dihydrofolate reductase) 
15 dans le vecteur d'expression de I'Ac recombinant (SHTTARI et al, 1994) 
3.2-7 construction du vecteur d*expression TJ25-dhfr 13 

Le schema presente Fig. 8 d6crit la construction du vecteur d'expression de T125-A2 
contenant le gene dhfr murin. 

Un premier vecteur (V64) a ete construit a partir d'un vecteur derive de pCI-neo, V43 
20 (Fig. 9), en remplafant, en 3' du promoteur SV40 et en 5' d'une sequence de 
polyadenylation synthetique, le gene neo (fragment Hind HI- Csp 45 I) par le cDNA du 
gene dhfr murin (obtenu par amplification a partir du plasmide pMT2). Ce vecteur est 
ensuite modifie de fa^on a creer un site Cla I en 5' de I'unite de transcription dhfr. Le 
fragment Cla I contenant I'unite de transcription dhfr est ensuite insere au niveau du 
25 site Cla I de T125-LS4. 

3. 2. 2 selection en presence de MTX 
♦ strategie : 

Les cellules YB2/0 transfectees par electroporation avec le vecteur T125 -dhfrl3 sont 

selectionnees en presence de G418. Les transformants producteurs d'Ac recombinant 

30 sont ensuite soumis a une selection en presence de doses croissantes de MTX (de 
25nM a 25^lM). L' evolution de la production d'Ac recombinants, temoin du processus 
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d'amplification genique, est sxiivie au cours des etapes de selection en MTX. Les 
transformants resistants au MTX sont ensuite clones par dilution limite. niveau et la 
stabilite de la production d' Ac recombinants est evalu6e pour chaque clone obtenu. La 
productivite en anticorps anti-D apres amplification genique est d'environ 13 (+/- 7 ) 
5 ^g/ lO^cellules/24 h. 
♦ 2^^ strategie : 

Les cellules YB2/0 transfectees par electroporation avec vecteur T125-dhfi-13 sont 
selectionnees en presence de G418. Les meilleurs transformants producteurs d'Ac 
recombinant sont clones- par dilution limite avant selection, en presence de doses _ 
10 croissantes de MTX. L'evolution de la production de chaque clone, temoin du 
processus d'amplification genique, est suivie au cours des etapes de selection en MTX. 
Le niveau et la stability de la production d'Ac recombinants est evalu6e pour chaque 
clone MTX-r6sistant obtenu. 

1 5 4- Evaluation de VactivUe de Vanticc rps T125 exprime dans YB2/0 

Apres purification par chromatographic d'affinite sur proteine A Sepharose 
(Pharmacia) et dialyse en tampon Tris 25mM, NaCI ISOmM, pH 7,4 , la concentration 
de Tanticorps T125 est determinee par technique ELISA L'activite biologique in vitro 
20 est ensuite mesuree par- le test ADCC precedemment decrit. Les resultats sont 
presentes a la figure 1. 

KXEMPLE 3 : MISE EN EVIDENCE DE LA RELATION EN TRE STRUCTURE 
25 GL YCANNIOUE ET ACTIVITE DEPENDANTE DU FCyRIH : 

i> Culture cellulaire en presence de Deoxymannojirimvcine (DMML 

Plusieurs travaux decrivent Teflfet d'inhibiteurs enzymatiques sur la glycosylation des 
immunoglobulines et sur leur activite biologique. Une augmentation de I'activite 

30 ADCC est rapportee par ROTHMAN et al. 1989, augmentation non attribuable a une 
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10 



amelioration de rafl5iiit6 de ranticorps pour sa cible. La modification de glycosylation 
provoquee par Taddition de DMM consiste en une inhibition de ral,2 mannosidase I 
presente dans le Golgi. Elle conduit a la production d'une proportion plus importante 
de structures polymannosylees, non fucosylees. 

Difierentes lignees productrices d'anticorps anti-Rh(D) ont ete mises en presence de 
DMM et Tactivite fonctionelle des anticorps monoclonaux produits a ete evaluee sous 
forme de sumageants de culture ou apres purification. 

Les cellules (heterohybrides ou lymphoblastoides) sont ensemencees entre 1 et 3x10^ 
cellules/ml, et cultivees en inilieu de culture BVCDM O^ife Technologies) avec 10% de 
SVF et en presence de 20^g/ml de DMM (Sigma , Boehringer). Apres 3 
renouvellements de milieu, les sumageants de culture sont testes par ELISA IgG 
humaines puis par ADCC. 



15 



Tableau 2 : EflFet de la culture en presence de DMM sur Tactivit^ ADCC de diflferents 
anti-Rh(D) 




NT= non teste 



La culture en presence de Deoxymannojirimycine (DMM) apporte une 
amelioration significative des resultats ADCC pour les anticorps faiblement actifs 
auparavant produits par : 

Un hybridome honune-souris D3 1 



20 
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Une lignte lymphoblastoi'de humaine F5 

Une lignee murine transfectte T125 dans CHO 

L'addition de DMM peut permettre de restaurer I'activite ADCC d'un anticorps 
issu du cloi'de T 125 = T125 RI(3) (decrit en exemple 1) et qui a perdu cette 
activite par une culture prolongee. 

L'activite forte de Tanticorps produit par rheterohybridome F60 (dont Tobtention 
est decrite en exemple 1) n'est pas modifiee par culture en presence de DMM. 



10 2- Production d'anticorps anti-D recombinants par diff^ 

2. 1- Preparation d'un vecteur d'expression pour I'anticorps DF5 : 
La sequence nucleotidique de I'anticorps DF5, temoin negatif dans le test ADCC, est 
utilisee pour etudier la transfection de cet anticorps dans quelques lignees, 
parallelement k la transfection de I'anticorps T125. 

15 Les sequences codant pour 1' Ac DF5 sci.. isol6es et amplifiees selon les memos 
techniques mises en oeuvre pour I'Ac recombinant T125-A2. 

♦ Les ADNc correspondants sont tout d'abord synthetises a partir d'ARN totaux 
extraits du clone producteur d'Ac anti-D (IgG Gl/Lambda) 2MDF5 obtenu par 
transformation EBV. 

20 • L'amplification des chaihes lourde et legere est ensuite realisee a partir de ces 
ADNc en utilis^^at les amorces presentees ci-dessous. 

• Amplification de la region variable de la chaine lourde de DF5 (sequence 
VH/DF5): 

- amorce DF5VH1 localisee en 5' de la region leader (en gras) du gene VH de DF5 
25 (sequence publiee : Chouchane L et al.); cette amorce comporte egalement un site de 

restriction Eco RI (en italique) et une sequence de Kozak (soulignee) : 
DFSVHttSEQ-BDi^P^g)'^ 

5-nTCTCCGA47T CGCCGCCACCA TGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTTT 

TGGTGG-3' 
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- amorce antisens GSP2ANP situ6e en 5' de la region constante (CH) deja decrite au 
paragraphe 1.2 (exemple 2) 

• Amplification de la region constante CH de DF5 (sequence CH/DF5) : amorces Gl 
et HS'Xba deja d^cntes au paragraphe 1.3 (exemple 2). 

• Amplification de la chaine legere Lambda de DF5 (sequence LBD/DF5) : 

- amorce DF5VLBD1 situee en 5' region leader du gene VL de DF5, introduit une 
sequence consensus (en gras) deduite de la sequence de plusieurs regions leader de 
genes VL appartenant au meme sous-groupe VLl que le gene VL de 2MDF5 ; cette 
sequence comporte egalement un site de restriction Ecq RI (en Jtalique) et une 
sequence de Kozak (soulignee) : 

DF5VLBD1 (SEQ ID N°9) : 

S'CCTACCG^TTCGCQSCCACCATGGCCTGGTCTCCT -3' 

- amorce antisens LSEl localisee en 3' de Lambda, introdxiit un site Eco RI 
(souligne) : 

LSE1(SEQIDN°10): 

5'- GAGGAGGMITCACTATGAACATTCTGTAGGGGCCACTGTCTT -3'. 

• La construction des vecteurs d*expression chaJne lourde (DF5-H31), chaine legere 
( DF5-L 10) et chaines lourde et legere 0DF5-IG1) de TAc DF5 est eflfectuee selon 
un schema de construction similaires aux vecteurs exprimant TAc T125-A2. 
Toutes les sequences Leader d'origine (introduites au niveau des amorces 
d' amplification) sont conservees dans ces diflFerents vecteurs. 

2,2- Transfection de difTerentes lignees ceUulaires avec les anticorps T125 et DF5 

Les trois vecteurs d'expression T125-IG24, T125-LS4 et DF5-IgGl sont utilises pour 

la transfection de cellules de difTerentes lignees : 

Des transfections stables ou transitoires sont realis6es par electroporation ou k I'aide de 
je actif de tra n sfection. 
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Tableau 3 : Lignees cellulaires utilis6es pour la transfection d'anticorps anti-Rh(P) 



^^^^^^ 






CHO-Kl 


ATCC CCL 61 


Ovaire de hamster chinois (epithelium like) 


CHO-LeclO 


Fenouillet et al., 
1996, Virology, 218, 
224 - 231 


Ovaire de hamster chinois (epithelium like) 


Jurkat 


ATCC TIB-152 


Lymphocyte T humain (Leucemie T) 


Molt-4 


ATCC CRL 1582 


Lymphocyte T htmiam (Leucemie iymphoblastique 
aigue) 


W1L2-NS 


ATCC CRL 8155 


Lymphocyte B humain trsuiisfomie JiBV 


Vero 


ATCC CCL 81 


Rein de singe vert afiricain (fibroblaste like) 


COS-7 


ATCC CRL 1651 


Rein de singe vert a£ricain transfoime SV40 (fibroblaste 

uKej 


293-HEK 


ATCC CRL 1573 


Rein embryonnaire humam pnmaire transfi!>mtie par 
ajl/in aQcnovuus j uciccuj. 


YB2/0 


ATCC CRL loo2 


i\ wiome Qe rai noii scciCLcui 


BHK-21 


A 1 CC CCL ID 




K6H6-B5 


ATCC CRL 1823 


heteromyelome homme-souris non secreteur 


NSO 


ECACC 
85110503 


vc^i/Siom^ souris non secreteur (lymphoblate like) 


SP2/0-Ag 14 


ECACC 85072401 


Hybridome souris x souris non secreteur 


CHOLec-1 


ATCC CRL 1735 


Ovaire de hamster chinois 


CHOdhfr- 


ECACC 94060607 


Ovaire de hamster chinois 


CHOPro-5 


ATCC CRL 1781 


Ovaire de hamster chinois 


P3X63 Ag8.653 


ATCC CRL 1580 


Myelome de souris non secreteur 



Apres selection des transformants en presence de G418 (selection neo) plusieurs clones 

OHt-ete-isoIes,^ 

La modification d'activite effectrice d'un anticorps monoclonal humanist en fonction 
de la ceUule d'expression a ete decrite par CROWE et al (1992), avec les lignees 
cellulaires CHO, NSO, YB2/0. 
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Les resultats obtenus ici confinnent I'importance de la lignee cellulaire d'expression 
vis ^ vis des caracteristiques fonctionnelles de I'anticoips a produire. Panni les ceUules 
testees, seules les lignees Vero, YB2/0 et CHO Lec-1 permettent d'exprimer des 
anticorps monoclonaux anti-Rh(D) recombinants avec une activite lytique forte dans le 
5 test ADCC (voir ©cemple 1 et tableau 3). 

Tableau 3 . Activite ADCC des anticorps DF5 et T125 obtenus par transfection dans 
differentes lignees cellulaires. Les resultats sont exprimes en pourcentage de I'activite 
de Tanticoips polyclonal de reference : Poly-D LEB 51 









Lignees cellulaires transfectees 






CHOKl 


CHO-LeclO 




Jurkat 


Vero 


MolM 


COS-7 


293.HEK 


YB2/0 




T125 


7 


22 


3 


6 


90 


0 


13 


16 


114 






+/-8 


+/-6 


+A5 


+/-8 


+/-21 


n=l 


+/-2 


+/-13 


+/-28 


oips 




n=13 


n=ll 


n=I2 


n=7 


n=5 




n=^ 


n=12 


n=54 


antic 


DF5 


NT 


51 


NT 


NT 


72 


NT 


21 


12 


94 








+/-19 






+/-17 




+/-4 


+/-14 


+M5 








iF=3 






n=5 




n=4 


n=12 


n=15 









Lignees cellulaires transfectees 










NSO 


BHK 


CHO- 
Lec 1 


SP2/0- 
Agl4 


K6H6.B5 


CHO 
Pro-5 


CHO 
dhfr- 


P3X63A 
g8.653 






:orps 




6 
+/.8 


13 

+/-5 


106 

+/-.60 


0 

+/-0 


9 

+/.8 


3 

+/-3 


13 
+/-8 


34 

+A8 






anti 




n=3 


n=4 


n=4 


n= 6 


Il=:3 


n=4 


n=12 


11=9 
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3" etude des structures glycanniques 

La caracterisation des structures glycanniques de I'anticorps anti Rh-D a ete realisee 
sur quatre produits purifies ayant une activite ADCC (F60, et trois proteines 
recombinantes issues de T125) en comparaison avec deux produits purifies inactifs ou 
tres faiblement actifs dans le test ADCC selon Tinvention (D3 1 et DF5). 
En pratique, les oligosaccharides sent separes de la proteine par une deglycosylation 
enzymatique specifique par la PNGase F au niveau de I'Asn 297, Les oligosaccharides 
ainsi liberes sont marques par un fluorophore, separes et identifies par diQer^tes 
techniques complementaires qui permettent : 

Une caracterisation fine des structures glycaniques par spectrom6trie de masse 
a desorption laser assistee par matrice (MALDI) par comparaison des masses 
experimentales avec les masses theoriques. 

La determination du taux de sialylation par HPLC d'echange d'ions (GlycoSep 

C) 

La separation et la quantification des formes oligosaccharidiques suivant des 
criteres d'hydrophilicite par HPLC en phase normal (GlycoSep N) 

La separation et la quantification des oligosaccharides par electrophorese 
capillaire a detection de fluorescence induite par laser (HPCE-LIF). 

1) Caracterisation des glycanes des formes actives 

Les differentes formes actives etudiees sont F60 et trois anticorps recombinants, R 
290, R 297 et R 270, issus de T125 et produits dans YB2/0. La caracterisation fine des 
structures glycaniques par spectrometrie de masse (figure 7) montre que ces formes 
sont toutes de type biantennees. Dans le cas de R 270 la forme majoritaire est de type 
agalactosylee non fiicosylee (GO, masse exp. 1459.37 Da, fig 1). Trois autres 
structures sont identifiees : agalactosylee fiicosylee (GOF k 1605.41 Da), 
monogalactosylee non fiicosylee (Gl a 1621.26 Da) et monogalactosylee fucosylee 
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(GIF k 1767.43 Da) tmnoriUdre. Ces quatre mBme structures sont caiact^ristiques de R 
290, F 60 et R 297 (Figure 1). 

Ces quatre anticorps actifs en ADCC sont egalement caracterises par I'absence 
d'oligosacchaiides poss6dant un residu N-acetylghicosamine en bissectrice. 
5 La quantification des structures glycaniques par les diflKrentes techniques d'HPLC et 
HPCE-LIF (Tableau T) confirme la presence des quatre formes identifiees en masse : 
GO, GOF, Gl et GIF. Le taux de sialylation est tres faible, notamment pour les 
produits recombinants, de 1 a 9.4 % ce qui est confinne par la similitude des spectres 
de masse obtenus avant et aprds desialylation enzymatique. Le taux de fucosylation 
10 varie de 34 a 59 %. 

2) Formes inactives 

Les differentes formes inactives ^di^es sont D31 et DF5. La quantification des 
strulures glycaniques par les difKrentes techniques chromatographiques et 
d'electrophorese capillaire (Tableau I) revde, pour ces deux anticoips, un taux de 
sialylation proche de 50%, et un taux de fiicosylation de 88 et 100 % pour D3 1 et DF5, 
respectivement. Ces taux de sialylation et fucosylation sont tr& sup6rieurs a ceux 
obtenus k partir des formes actives. 

La caract6risation des structures glycaniques montre que la forme majoritaire est, pour 
les deux anticorps, de type biantenn^e monosialylee bigalactosylee fucosylee (G2S1F, 
tableau I). La caracterisation par spectrometrie de masse de D31 (figure 7) revele que 
les formes neutres sont majoritairement de type monogalactosylee fucosylee (GIF a 
1767.43 Da) et bigalactosylee fiicosylee (G2F k 1929.66 Da). 

L'anticorps inactif DF5 est caract6ris^ par la presence d'oligosaccharides possedant un 
residu GlcNAc intercalaire. En particulier, I'analyse en masse (figure 8) revele la 
presence d'une forme neutre majoritaire de type monogalactosylee fucosylee Bisec- 
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QcNAc intercalaire (GIFB a 1851.03 Da). Par centre ces formes structurales sont non 
detectables ou pr6sentes a I'etat de trace sur les anticorps actifs etudies. 

L'activite ADCC du D31 apres action du DMM passe de 10% k 60%. Les structures 
glycaniques du D31 DMM difierent de celles de D31 par la presence de formes 
oligomannoses (Man 5, Man 6 et Man 7) (voir figure 9), 

3) Conclusion 

Les differents anticorps actifs sont modifies sur TAsn 297 par des N-glycosylations de 
type biantenne et/ou oligomanosidiques. Pour les formes biantennees il s*agit de 
structures courtes tres faiblement sialylees, faiblement fucosylees, faiblement 
gaiactosyl^es et sans GIcNAc intercalaire . 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de preparation d'un anticorps monoclonal capable d'activer les cellules 
5 effectrices exprimant le FcyRIH caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) purification d'anticorps monoclonaux obtenus a partir de differents clones 
provenant de lign^ cellulaires selectionnees parmi les hybridomes, notaniment 
les heterohybridomes et les lignees cellulaires animales ou humaines transfectees a 
Taide d'un vecteur comportant le gene codant pour ledit anticorps ;. 
10 b) addition de chaque anticorps obtenu k Tetape a) dans un melange reactionnel 
distinct comprenant : 

- les cellules cibles desdits anticorps, 

- des cellules eflfectrices comprenant des cellules exprimant le FcyRin, 

- des IgG polyvalentes, 

15 c) determination du pourcentage de lyse des cellules cibles et selection des anticorps 
monoclonaux qui activent les cellules eflfectrices provoquant une lyse significative 
des cellules cibles (activite ADCC de type FcyRIII). 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les clones proviennent de 
20 ligntes cellulaires h^terohybrides obtenues par fusion de lymphocytes B humains 

provCTant de sujets immunises avec des cellules de myelome murin, humain ou 
heterohybride, notamment le myelome K6H6-B5 (ATCC n°CRL 1823). 

3. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les clones proviennent de 
25 lignees cellulaires animales ou humaines transfectees a Taide d*un vecteur contenant le 

gene codant pour une immunoglobuline humaine de type IgG, lesdites lignees pouvant 

etre--selectionnees-^etammeHt--paiTOir4€S-^gnees-X^ rHO-T,eclO, CHQ Lec-l, 

CHO Pro-5, CHO dhfi--, WU-2, Jurkat, Vero, Molt-4, COS-7, 293-HEK, YB2/0, BHEC, 
K6H6, NSO, SP2/0-Ag 14 et P3X63Ag8.653. 



30 



wo 01/77181 



PCT/FROl/01127 



44 

4. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que les IgG 
polyvalentes inhibent le mecamsme de lyse des cellules effectrices via le recepteur 
FcyRm. 

5. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce qu'on 
selectionne les anticorps presentant un taux ADCC de type FcyRIII superieur a 60 %, 
70%, 80 % ou de preference superieur a 90 %. 

6. Procede selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce que les cellules 
cibles sont des hematies traitees a la papaine. 

7. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce qu'on depose 
par puits : 

- 100^1 d'anticorps monoclonaux purifies a des concentrations de 20 a 200 ng/ml, 

- 25|il d'hematies paprinees, soit environ 1x10^ cellules, 

- 25^1 de cellules effectrices, soit environ 2x10^ cellules 

- et 50nl d'IgG polyvalentes, notamment de TEGELINE™ , a une concentration 
comprise entre 1 et 20 mg/ml. 

8. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que Ton 
compare la quantite de lyse des cellules cibles a deux temoins positifs consistant en un 
compose chimique tel que du NH4CI et un anticorps de reference actif in vivo et a un 
temoin negatif consistant en un anticoips inactif in vivo. 

9. Procede selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce que les 
anticorps monoclonaux sont des anti-Rh(D) et les cellules cibles sont des hematies 
Aesus-D . 
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10. Precede selon la revendication 9 caracterise en ce qu'on utilise les anticorps 
polyclonaux d'origine commerciale conime temoins positifs et un anticorps 
monoclonal inapte k induire une clairance in vivo corame temoin negatif. 

5 11, Anticorps susceptibles d'etre obtenus a partir d'un procede selon Tune des 
revendications precedentes caracterise en ce qu'ils presentent des taux ADCC de type 
FcyRm superieurs a 60 %, 70%, 80 % ou de preference superieur a 90 % par rapport 
au polyclonal de reference. 

10 12. Anticorps monoclonal dirige contre un antigene donne caracterise en ce qu'il active 
les cellules effectrices exprimant le FcyRIII provoquant une lyse superieure k 60 %, 70 
%, 80 %, de preference superieure a 90 % de la lyse provoquee par des anticorps 
polyclonaux diriges contre ledit antigene. 

15 13. Anticorps monoclonal selon Tune des revendications 11 et 12 caracterise en ce 
qu'il est dirige contre Tantigene rhesus D. 

14. Anticorps monoclonal selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il est produit 
par des clones derives des Ugnees Vero (ATCC n^ CCL 81), YB2/0 (ATCC n^ CRL 

20 1662) ou CHO Lec-1 (ATCC n^ CRL 1735). 

15. Anticorps selon Tune des revendications 12 a 14 caracterise en qu'il s'agit d'une 
IgGl ouunelgGS. 

25 16. Anticorps susceptibles d'etre obtenus a partir d'xin procede selon Tune des 
revendications 1 a 10 caracterises en ce qu'ils possedent sur leur site de glycosylation 

(Asn 297) du Fey d es-stRicteres~glycanmqixes-de t ype bia ntemifies, avec des chaines 

courtes, et une faible sialylation. 



wo 01/77181 



PCT/FROl/01127 



46 

17. Anticorps selon la revendication 16 caracterise en ce que leur structure glycannique 
presente des mannoses tenninaux et/ou des N-acetylglucosamines terminaux non 
intercalaires. 

18. Anticorps monoclonal caract6rise en ce qu'il possede sur son site de glycosylation 
(Asn 297) du Fey des structures glycanniques de type biantennees, avec des chaines 
courtes, une faible sialyJation, des mannoses terminaux et/ou des GlcNAc terminaux 
non intercalaires. 

19. Anticoips monoclonal selon la revendication 18 dirige contre un antigene doime 
caracterise en ce qu'il active les cellules efifectrices FcyRin+ provoquant une lyse 
superieure a 60 %, 70 %, 80 %, de preference superieure a 90 % de la lyse provoquee 
par des anticorps polyclonaux diriges contre ledit antigdne. 

20. Cellules produisant un ant'coips selon Tune des revendications 1 1 a 19, 

21. Cellules selon la revendication 20 caracterisees en ce qu'il s'agit d'un hybridome, 
notanmient d'un heterohybridome obtenu par fusion avec myelome K6H6-B5 (ATCC 
n°CRL 1823) ou d*une cellule animale ou humaine transfectee a Taide d'un vecteur 
comportant le gene codant pour ledit anticorps, notamment une cellule derivee des 
lignees Vero (ATCC n^ CCL 81), YB2/0 (ATCC n^ CRJL 1662) ou CHO Lec-1 
(ATCCn^CRL 1735). 

22. Composition pharmaceutique comprenant un anticorps selon Tune des 
revendications 11 i 19. 

23JJtilisati on d'lm anticorps selnn Pune Heg r evendicattnns 11 a 19 pour la fabrication 
d'un medicament. 
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24. Utilisation d'un anticorps anti-Rh(D) selon Tune des revendications 11 i 19 pour la 
fabrication d'un medicament destine a la prevention de Tallo-immunisation Rhesus 
d'individus Rh negatifs. 

25. Utilisation selon la revendication 24 de maniere prophylactique pour la protection 
de femme Rhesus negati^ immediatement apres la naissance d'un enfant Rhesus 
positif, pour prevenir, lors des grossesses ulterieures, la maladie hemolytique du 
nouveau-ne (MHNN). 

26. Utilisation selon la revendication 23 lors d'avortements, de grossesses extra 
uterines en situation d'incompatibilite Rhesus D. 

27. Utilisation selon la revendication 23 lors d'hemorragies transplacentaires resultant 
d'amniocent^ses, de biopsies chorioniques, ou de manipulations obstetriques 
traumatisantes en situation d'incompatibilite Rhesus D. 

28. Utilisation selon la revendication 23 dans le cas de transftisions Rh incompatibles 
avec du sang ou des derives sanguins labiles. 

29. Utilisation selon la revendication 23 pour la fabrication d'un medicament destine a 
une utilisation therapeutique dans le Purpura Thrombocytopenique Idiopathique (PIT). 

30. Utilisation selon la revendication 23 pour la fabrication d'un medicament destine 
au traitement de cancers par immunotherapie. 

31. Utilisation selon la revendication 23 pour la fabrication d'un medicament destine 
trait^Tp^ rit HMnfftctions causees par des agents pathogenes viraux ou bacteriens. 



32. Kit de diagnostic comprenant un anticorps selon Tune des revendications 1 1 a 19. 
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